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1. Introducere = wow 

- -Partea principală a informaţiei genetice la orice organism 
viu este concentrată într-un complex.de substanţe numit cromozom. 
Conponentul funiemnental 21 cromozomului 11 constituie acidul nu- 
cleic genetic(ANG).Pentru virusurile cele mai primitive,de exemplu, 
oacteriofagii cu genomul din acid ribonucleic(ARN),nojiunea de 
cromozom se reduce la ANG.La virusurile mai complexe, conținînd a- 
cid deoxiribonucleic(ADN),se poate descoperi aga-numita. proteină. 
interní,asemánütoare cu histonele órganismelor pluricelulare δα 
presupune că proteina internă índeplinegte cel puţin funcţii struc- 
vurale.favorizînc (alături cu poliaminele gi cationii bivalenti) o 
împachetare deosebit de conpactá gi în acelagi timp strict deter- . 
minată a ADN.In celula bacteriană nu se evidenţiază proteine a- | 
propiate de histonele eucariotelor,însă organizarea. materialului 
genetic la bacterii se caracterizează printr-o mare complexitate. 
ADN genetic bacterian se află localizat într-o regiune de regulă 
centrală a celulei bacteriene,numitá nucleoid. Prin metode speciale: 
de izolare în stare intactă a ANG din nucleoid,s-a constatat οὗ . 
ADN bacterian este o moleculă circulară bicatenarü care reprezintă. 
unicul cromozom. al celulei bacteriene.In realitate, cromozomul bac- 
terian: constă dintr-un număr de circa 100 bucle care sînt menţinu-.: 
te cu ajutorul unor molecule speciale de ARN.Fiecare buclă prezin- . 
“tá superplieri secundare,alcătuite din aproximativ 400 perechi de 
deoxinucleotide.Forma circualrá a ADN din cromozomul bacterian are ᾿ 
un rol foarte important în protejarea lui faţă de acţiunea unor. ` 
enzime din clasa hidrolazelor(deoxiribonucleaza) existente în ci- 
toplasmă. Cromozomul bacterian formează legături intime cu menbra-. 
na celulară,prin intermediul unor structuri derivate din aceasta, 
denunite mesozomi.Locul de atagare a cromozomului la mesozomi este 
reprezentat de o regiune din macromolecula de ADN bogată în pere- 
chi dA:::dT. Această atagare are nu numai importanță structurală,ci - 
manifestă influenţă asupra activităţii funcyionale a ADN din cro- 


„„. mozomul bacterian. 


- Eucariotele conţin considerabil mai multi informaţie genetică: 
decît procariotele.De exemplu,cantitatea de.ADN din cromozomii | 4 
unei celule umane este de circa 1000 ori mai mare ca cea de la bac-. 


teria Escherichia coli avînd un 941 ' crbmozom circular alcătuit : 
din circa 4000 i 1 


gene gi de aproxirativ 100.000;'0ri mai mare decît 


3 É 3 | 
cantitatea de ADN de 18 fagul À.A-castá abundenjá de ADN ínzes- 
 treazá eucariotele cu potenţialituzi pentru realizarea unor struc- 
turi şi funcţii mai complexe care sînt absente la procariote. Apoi, 
croxozomii euceriotici au o organizare structurală mult mai supe- 
rioară decît genoamele procariotice. Altă deosebire majorá,care de- 
-altfel diferenţiază eucariotele de procariote, constă în. închiderea 
^eromozomilor eucariotici într-un spaţiu genetic specific,reprezen- 
tat de nucleul celular.embrana nucleară nu se intilnegte la "m 
cariote. «in consecinţă, transcrierea translatia sînt separate în 
spaţiu gi timp la pp Irt cina aceste procese se desfăsoară 
„cuplat la procariote. 


Cromozomul eucariot se distinge printr-o aN supermo- 
_ leculará complexă denumită cromatiná.In compoziţia cromatinei in- 
 trá ADN bicatenar,ARN,proteinele bazice numite histone,de asemenea. 
alte proteine gi mici cantitáti de lipide Mg? *, σα”. Proporția di- 
_feriţilor componenți $n cromatiná este: 30-45% ADN,50-50% histone, 
4-22» proteine nonhistonice gi 1,5-10% ARN. Variabilitatea datelor 
" privind compoziţia chimică a cromatinei se poate datora nu numai 
specificităţii de specie sau tesut.Se presupune că lipsa unor me-. 
- tode cptime de izolare a cromatinei gi de separare a componentilor 
ei ar îngreuna obţinerea de valori strict normale. 


2ο ΑΡΝ cromatinei | 


ses as eucariotelor. cuprinde un număr detarbinai de cromozo- 
ni separați, fiecare dintre ei conjinfnd ο singură moleculă bicate- 
nară de.ADN,cu masa moleculară de pînă la 101 daltoni. Analiza ra- 
 aioautograzică a cromozomilor. din plante şi mamifere,care au fost - 
marcați cu timidiná conţinină tritiu şi apoi au suferit diviziunea 
pe „parcursul . cîtorva generaţii, arată că molecula marcată se pás- 

' trează sub formă nefntrerurtü.Datele objinute cu tehnica viscoelas- 
. tometriei demonstrează că dimensiunea celor mai lungi molecule de. 
ADN din Drosophila melanogaster este comensurabilă cu cantitatea 
de ADN din cromozomii cei mai mari fntflniji la această insectă 
dipterk. Analiza vitezei de sedimentaţie . şi microscopia electronică 
a cromozonilor din drojdii, de asemenea, evidenţiază molecule lungi 
„de ADN, avînd dimensiunea care s-a şi aşteptat pentru cromozomii 8-᾽ 

cestor organisme dacă se admite că în οί» fiecărui cromozom 
intră o moleculă unică de ADN. 

Structura primară gi secundară a ADN eucariot prezintă o com- 
plexitate mai nare,în comparaţie cu ADN procariot. Studiile cineti- 
| eii de reasociere a ADN denaturat termic a relevat. că ADN cromozo- 
mului eucariot confine trei tipuri de secvenţe nucleotidice: sec- 


ice org ale de tirer RN 
gecventele inalt repetitive de ADN pot fi ig iati cu ajutorul 
centrifuzürii in zraiient de CsCl, intrucít ele au densități dis- 
o: exemplu, ACN de la Drosophila virilis se separă prin centri- 
fugare ἃς tee bandá principaiá gi trei benzi mai înguste gi mai u- 
goare,numite benzi satelite. ADN- acestor benzi satelite constă ex- 
clusiv din secvenţe mici de 7 perechi de nucleotide care se repetă 
de citeva milioane de ori.Insá nu 1a toate eucariotele ADN satelit 
este alcătuit din astfel de repetiţii scurte. Unitatea repetitivă 
satelită din ADN timusului de vițel conţine 1450 de perechi de nu- 
cleotide. | an. | $ 
-ALN înalt repetitiv se deosebeşte de restul ADN ` cromatinic 
prin proporţia celor două perechi de deoxinucleotide principale.S 
întîlnesc secvenţa deosebit de bogate în perechea dA::=4T,precun gi 
porţiuni cu o dominare însemnată a perechii dOz::4C. ADN înalt repe- 
titiv de obicei se găseşte în centromerii cromozonilor. Această lo- 
calizare şi lipsa funcţiei de codificare a structurii proteinelor 
sugerează că ADN înalt repetitiv ar participa la alinierea cromo- 
zomilor în tinpui mitozei gi meiozei. 
Printre secvenfele moderat repetitive din ADN eucariot se în- 
scriu genele ce codifică ARN ribozomal(rARN),ARN de transfer(tARN) 
“ca gi hiatonele.La multe eucariote unele secvenţe moderat repeti- 
tive alternează cu secvenţe spaţiatoare, numite spaceriádesea, aces = 


te unităţi repetitive sînt dispuse la nivelul genomului în tandez: 
Reziune Regiune. 
transcrisă S 


l Unitate repetitivă Unitate repetitivă : ] 
Genomul eucariot conţine de regulă cíteva sute de unităţi repetiti- 


ve;ele se întîlnesc în anumite zone ale india asa d care sînt aso- 
ciate cu nucleoli. 

Aproximativ 70% din ADN unui număr mare de eucariota constă 
din secvenţe unice de nucleotide.Aceste secvenţe. se găsesc într-o 
“singură copie per genom gi corespund genelor structurale .Secvenţe- 
le într-o singură copie se interpun cu secvenţe moderat repetitive 
care sînt de 300 perechi de nucleotide lungime.ExistÁ citeva mii 
-de diferite secvenţe moderat repetitive.Ele se repetă de cîteva 
sute de ori în genom gi cuprind circa 20% din ADN total.Funcţia 
secventelor moderat: repetitive intersperse de ADN nu se cunoagte. . 
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Ele pot servi ca situsuri pentru atagarea unor nacromolecule re- 
À glatoare specifice ,care controlează transcierea genelor. structura- 
le unice adiacente. | | 
| ‘Proporția celor trei tipuri de scvenţe nucleotidice în molecu- 
la ADN variază la diferite specii de eucariote[14].De exemplu, în 
genomul dipterei Drosophila melanogaster secvențele înalt repeti- 
tive reprezintă 12%,secvenţele moderat repetitive - de asemenea 2% 
^i secvențele unice ~ circa 70%.La şoarece părţile corespunzătoare 
„celor trei secvenţe constituie 8,15 gi 76%.La om partea secvente- 
.lor înalt repetitive alcătuieşte 2% din întregul genom, iar la 
Drosophila nasutoides - 60%, l 


O particularitate remarcabilă a genomului eucariot este organi- 
zarea mozaicată,discontinuă ει majorității genelor codificatoare 
. ' pentru proteine. Prin discontinuitatea genei eucariote se înțelege 
„„că secvența codificatoare de aminoacizi este întreruptă de regiuni 
 necodificatoare.Secventele codificatoare transcrise gi translate se 
nunesc exoni,regiunile necodificatoare transcrise,dar netranslate 
în secvenţe de aminoacizi,denumindu-se introni.Numürul intronilor 
în genele divizate(mozaicate)se caracterizează prin limite largi. 
„Unii introni sînt lungi,conţinînă între cîteva sute gi peste 1000 
"perechi de nucleotide.Ca exemple de gene divizate menționăm genele 
„Pentru catenele α,β ió ale hemoglobinei(cîte 2 introni),ovalbumink 
“(7 introni gi 8 exoni), conalbuminá(17 introni),tARN,rARN etc.O trá- 
“sătură comună în expresia acestor gene este că exonli lor sînt or- 
“donați în aceeaşi succesiune în mARN ca gi în ADN.Deci genele mo- 
„zaicate asemănător genelor continue sînt colineare cu produgii lor 
- polipeptidici.In procesul de transcriere a informaţiei genetice de 
“la ADN la mARN,Ín cazul genelor eucariote,mai întîi se formează un 
“ARN precursor care copiază 1n întregime gena,dupá care în procesul 
. de maturatie sînt înlăturați treptat intronii,astfel că mARN con-. 
. Stituie,de fapt,o copie numai a exonilor(segmentelor informafionale). 


Din cele de mai sus,se poate conchide că numai o anumită parte 


. din ADN genomului eucariot îndeplineşte rolul de gene funcţionale 
cea mai mare parte a lui fiind noninformationalá. - 


_ Prezența intronilor în cadrul genelor eucariote constituie un 
fel de relicte ale evoluţiei. Această structură în mozaic a genelor 
„eucariote a permis o evoluţie mai rapidă a materialului genetic, 
„apariţia de gene noi mai complexe,cu o cantitate mărită de infor- 
matie genetică,ce determină noi structuri şi funcţii ale organis- 
melor mai evoluate de tip eucariot. 1. | 


“Structura secundară a ADN cromatinic mult timp s-a considerat 
ca fiind corespunzătoare modelului clasic al lui Watson gi Crick($], 
S-a acceptat doar posibilitatea unei denaturări locale,temporare a 
„moleculei bicatenare de ADN in procesul de replicare gi transcrie- 


(^. cref3].Datele privind prezenţa în ADN cromatinei a unor fragmente, 


- care sînt recunoscute de enzimele implicate în replicare şi tran- 


scriere, au sugerat existenţa în ADN eucariot a unor ramificații 

sub formă de ac de pár sau bucl^, unde se întîlnesc frasmente mono- 
catenare stabile. Aceste restructurări conformationale sint corela- 
"te cu secvenţe nucleotidice repetitive de un tip special, denumite 
palindroame, care se citesc la fel atît în sens dircet cit gi în- di- 
rectie inversă, in fig.l se prezintă: ca exemplu un segment din. gena 
care. determină secvenţa ribonucleotidelor în tARN al fenilalaninei 
„din drojdie. Bratele celor două bucle în această conformatie „cruci- 
, formă” sînt absolut identice şi au o dispunere simetrică în raport, | 
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Fig.l. Două confornafii ale unui segment din gena ce codifică 
„ARN al fenilalaninei din drojdie[11). τ 


“cu centrul moleculei. Răspîndirea structurilor ramificate în ADN eu- 
 cariot este endi iat i în prezent de o serie de cercetiei[15]. 


5. Histone 
In celulele bacteriene resturile de fosfat încărcate negativ 
din ADN pot fi într-o mare măsură neutralizate de poliaminele pur- 


tínd sarcini pozitive. 
La eucariote ADN este pais ERRAR permanent, prin interacțiuni- -6- 


lectrostatice cu proteinele bazice,cunoscute sub. numele de histone.. 
“Ele au punctul izoelectric cuprins între pH 10,5 şi:12,datorită bo- 
“Băiei în lizină sau(gi) arginină,fiină lipsite de triptofan.Histo- 
nele conţin cíte un singur lanţ polipeptidic gi de aceea nu posedă 
.Strueturá cuaternerú.iasa moleculară a histonelor oscilează între 


11. COO gi 21. 500 daltoni. 

In. cromatina celulelor eucariote au fost descoperite cinci 
fraciiuni principale de histone care posedá caracteristici sufici- 
ent, de stabile şi se întîlnesc în toate țesuturile organismului 
dat.In plus,setul gi trăsăturile fracţiunilor principale sînt 
foarte apropiate, iar uneori. chiar coincid pentru toate celulele a- 


E nimalelor gi plantelor. Clasificatia histonelor se bazează pe can- 


tităţile relative de lizină si argininá confinute.Histona H1 este 
foarte bogată în lizină.Pentru histona H2 este caracteristic un. 
„conţinut moderat în liziná,existind două tipuri ale acestei histo- 
ne: H2A(slab bogată în lizină) şi H2B(mediu bogată în lizink).His- 
tona H3 este bogată moderat în 'arginină gi reprezintă singura pro- 
„teină histonicá conjinind cisteină.Histona H4 se distinge prin bo- 
găţia de arginină gi glicocol {tabelul 1). 

Structura primară a celor cinci fracțiuni principale de nisto- 
- ne din timus a fost descifrată în prezent complet. Cu această ocazie 
s-a constatat o serie. de particularităţi în distribuţia acizilor 
Giaminomonocarboxilici şi monoaninodicarboxili ci. Caracteristică 
este răspîndirea inegală a resturilor de liziná şi arginină de-a 
lungul lanţului polipeptidic.Acegti aminoacizi sînt concentrați în 
histona Hl în porţiunea ei C-terminalá,iar în celelalte fracțiuni 
predominant în treimea N-terminalá a moleculei.In H2B,H4 şi într-o 
măsură zai mică în Hl,un anumit număr de resturi de aminoacizi ba- 
. zici se află în regiunea: C-terminală, încît radicalii de aminoacizi 
nepolari sînt localizati în domeniul central din moleculele aces- 
' tor histone. Mulţi aminoacizi bazici sînt amplasați unul după altul 
“gi formează blocuri din cîteva resturi.Aga,ín histona Hl lizina 
este cantonatá adesea în blocuri cuprinzînă pînă la 4 resturi. Qi 
ADN se leagă puternic acel segment din molecula histonei care are 
cea mai mare cotă de radicali încărcaţi pozitiv. Cealaltă porţiune 
. & moleculei de histonă joacă rol în stabilirea de legături inter- 
i histonice şi cu alţi componenți ai cromatinei: ' ἘΠῚ 

Repartiția radicalilor polari în moleculele histonelor, de. ase- 
menea, influenţează K-spiralizarea lanjuiui polipeptidic.In frag- 
“mentele acestuia unde predomină radicalii cu aceeagi sarcină, sau 
se fntflnegte prolina,forsarea d-helixului: este îngreunată, Astfel 
de situaţie caracterizează histonele: bogate în lizinü,De aceea 
gradul de ka ir în ele este foarte redus. In toate celelalte. 


at. 
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histone. existi porţiuni mai largi, unâe radicalii. pozitivi si nega- 
tivi altâriează şi ca atare proporţia &-helixului în ele este re- 


-- dativ nare (pînă la 503) la valorile fiziologice ale pH gi foriei 


ionice. 
"Altă οἷ A CIR ρολ; privind structura histonelor 


este determinată de micromodificirile'posttrsnslationale ale unor 
radicali de aminoacizi din lanţul polipeptidic.Aga,de exeuplu,gru- 
parea d-NH, a serinei N-terminale în histonele Hl,H2A gi H4 gi 
gruparea £- -NH, a resturilor de Lys-14 gi Lys-25 în histona H3 sînt 
N-acetilate. Numárul total al resturilor acetil poate sá se ridice 
prc 2-5.gi chiar 4 per molecula de histonă.Gradul de acetilare poa- 
te să se schimbe cînd histona se găseşte deja în compoziţia croa- 
tinei.Degi afinitatea totală a histonei pentru ADN se modifică ne- 
“însemnat, capacitatea ei de a stabiliza cromatina gi de a represa 
transcrierea scade în urma acetilării.De aceea procesul de aceti- 
lare 8 histonelor constituie unul din elementele sistemului de 


rezlare a transcrierii. 
Histonele,cu cexceptia fracțiunii Hl,de asemenea,pot fi meti- 


E Mie resturile de sd. si Lys-27 în histona H3 sînt parjial 


£-N-netilate. 
Resturile de serină joacă un rol deosebit în histone.La gru- 


parea -OH a serinei se poate realiza foaforilarea histonelcr aña- 
te în compoziţia cromatinei.Grefarea grupărilor fosfori] pe mole- 


"cula de histonă se reflectă asupra configurației ei,ceea ce dimi- 


 nueazã activitatea represoare a histonelor.Fosforilarea histonelor, 
asemănător acetilării,este implicată în mecanismele de reglare a 
replicării gi transcrierii. 
“Nu. demult s-a evidenţiat încă o modificare a histonelor,con- 

Stind în ADP-ribozilarea lor(vezi subcap.5). 

| Histonele de un anumit tip,obţinute din țesuturile diferite- 
lor animale gi plante,posedă secvenţe de aminoacizi foarte aseană- 
nátoare.Acest conservatism în evoluţia eucariotelor,probabil,re- 
flectá necesitatea menţinerii unei structuri primare a histonelor 
care să asigure funcţiile lor esenţiale gi specifice.Un argument 
| de certificare a ipotezei de nai sus $1 constituie faptul οὔ sec- 
venfele de aminoacizi ale histonei 14 din timusul de vijel gi din 
cotiledoanele de mazăre se deosebesc prin numai doi aninoacizi 
din cei 102 existenţi în moleculă| 7] . Prin urmare, secvenţa de ami- 
noacizi a histonei H4 a rămas aproape constantă din momentul di- 
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vergentei plantelor gi animalelor pînă la formarea speciilor de 
organisme indicate.In această perioada de 1,2x10? ani au avut loc 


“doar două mutații punctiforme în gena pentru histona H4 prin care 


în poziţia 60 izoleucina a luat locul valinei,iar în poziţia 77 


“arginina a înlocuit lizina(fig.2).Nici o altă proteină studiată 


pînă acum nu prezintă o rată atît de mică de mutație gi ο structură 
atît de analoagă la organisme aşa aiterite[1]. 
Ser-Gly-Arz-3ly-Lys-Gly-Gly-Lys-Gly-Leu-Gly-Llys-Gly-Gly-Ala- 15 
Lys-Arg-His-Arg-Lys-Val-Leu-Arg-Asp-Asn-Ile-Cln-Gly-lle-Thr- 20 
Lys-Pro-Ala-Ile-Arg-Arg-Leu-Ala-Arg-Arg-Gly-Gly-Val-Lys-Arg- 45 
Ile-Ser-Gly-Leu-lle-Tyr-Olu-Glu-Thr-Arg-Gly-Val-Leu-Lys-Val- 60 
Phe-Leu-Glu-Asn-Val-Ile-Arg-Asp-Ala-Val-Thr-Tyr-Thr-Glu-His- 75 
Ala-Lys-Arg-Lys-Thr-Val=Thr-Ala-Met-Asp=Val-Val-Tyr-Ala-Leu- 90 
Lys-Arg-Gln-Gly-Arg-Thr-Leu- Tyr-Gly-Phe-Gly-Gly a = 102 


Fig.2.Secventa aminoacidică a histonei H4 din timusul de vijel. 
Gruparea «-NH, a Ser. l gi gruparea £-NH,.a Lys 16 sínt ace- 


tilate.Gruparea £- -NH, a Lys 20 este metilatü.Histona H4 din coti- 


ledoanele de mazăre are aceeaşi structură primará,exceptind radi- 
calul de aminoacid 60 care este Ile gi radicalul de aminoacid TT 


care este Arg. 
In mod similar,histona H3 s-a schimbat puţin în această pe- 


rioadă foarte lungă de evoluție.Secvențele de aminoacizi ale his- 
tonei H3 din cotiledoanele de mazăre gi timusul de vițel diferă 
prin doar patru poziţii.Rezultă că funcţiile histonelor H3 gi H4 
sînt esenţiale şi totodată aceleagi pentru toate eucariotele.Se 
consideră că histonele H3 gi H4 interacționează cu regiuni speci- 
fice şi esenţiale din ADN. | 

Cea mai mare variabilitate de NEA aminoacidich se desco- 
perá pentru histona Hl.Structura primará a fracțiunii Hl ar prezen- 
ta specificitate de specie. | 

Analiza structurii primare a histonelor permite să se presu- 
pună că ele au derivat în filogeneză dintr-o proteină precursoare 
comună. In orice caz,pentru histonele Η2Α,Η2 şi H4 există argumen- 
te solide privind proveniența lor dintr-o dodecapeptidă comună. 

Genele care codifică sinteza celor cinci fracțiuni histonice 
au apărut prin mutație şi sînt aşezate într-o unitate repetitivă 
de 7 kilobaze(fig.3).Cele 5 regiuni codificatoare ale acestei uni- 


(^5 thgi repetitive alternează cu 5 segmente spagíatoare,numite spa- 


ceri[10]. Setul celor 5 gene pentru histone se „repetă tandemic de 


- 15 a 


de mai multe osi. în genom. La aricii. de mare există 300-1000. de a- 
-semenea copii ale genelor. histonice.In cazul altor organisme Mrec- 
venia de repetare este mai mică: 110 la. drosofila, 20-50 la broasca 
cu. gheare(Xenopus laevis),10-20 la goarece,30-40 la om.Numărul de 
“copii ale genelor histonice într-un organism se pare că se corelea- 
„ză cu cerința lui de a realiza sinteza rapidă a unor cantităţi ma- : 
ri de ARN mesager (mARN) pentru histone. Diferitele seturi de gene 
histonice sínt exprimate în diverse ţesuturi gi anumite etape în 
dezvoltarea unui organism. Gruparea genelor codificatoare de histo- ` 
ne poate fi importantă panten coordonarea sintezei acestor proteine, 


LZ — enis | 


χο 8 9 E 5 6 7 
Mii perechi de deoxinucleotide 
Fig. 5. Planul schematic al genelor pentru histone la 
. ariciul de mare(Strongylocentrotus purpuratus) gi 
la musculita de oțet (Drosophila melanogaster ). Regiunile 
nehaşurate reprezintă genele “histonice,iar zonele haşurate 
“sînt spaceri.Săgeţile indică direcţia transcrierii. 


întrucît in structura cromatinei fractiunile H2A,H2B,H3 gi H4 se 
află în cantităţi echimoleculare, iar Hl într-o proporţie de două 
“ori mai nică decît fiecare din celelalte patru. Sinteza histonelor 
se desfişoară sincron cu sinteza ADN în faza S a ciclului celular. 
Histonele nou sintetizate se concentrează în vederea asocierii cu 
ADN. nou format fn: imediata vecinătate a bifurcaţiei de replicare. 
- In celulele care nu sintetizează ARN şi proteine,histonele 
sînt înlocuite cu proteine cationice calitativ deosebite.Aga, in 
“cronatina. apermatozoizilor de peşti se află protaminele care deter- 
“mină hipercondensarea ADN. Protaminele conţin o gamă limitată de a- 
minoacizi (7-15), dar sînt foarte bogate în arginină (20-50 mol %). 
Masa moleculară. a protaminelor se ridică la. 50C0 daltoni.Proteine 
bazice asemănătoare s-au descoperit în sperma mamiferelor. | 
| In sfirgit,este necesar să ne referim la graniţele taxonomice 
' de rÉspindire a histonelor.Histonele tipice,caracterizate detaliat 


mai sus,sînt specifice organismelor pluricelulare. Insá histone 


existü gi la eccariotele monocelulare(protozoare, ciuperci etc. dar 


“Ja aceste vieţuitoare se constată alte raporturi între fractiuni- 
le principale, de asemenea,lipsa unor fractiuni.La organismele care 
fac trecerea între eucariote şi procariote - dinoflagelate - pro- 
portia histone: ADN este de 10 ori mai micá,decft la organismele 


"pluricelulare gi predomină fracțiunea asemănătoare cu H2A.Deci,a- 


pariţia histonelor se corelează,probabil cu complexitatea „arhitec- 
turii" cromatinei şi mecanismele reglatoare caracteristice pentru 
organismele pluricelulare. 


4.Proteinele nonhistonice ale cromatinei 

Cromatina contine gi variate fractiuni de proteine nonhisto- 
nice.Spre deosebire de histone,proteinele nonhistonice sînt mult 
mai variabile,heterogene în ce priveşte compozifia,structura,pro- 
prietăţile gi funcţiile lor.Masa moleculară a proteinelor nonhis- 
tonice variază între 10.000 gi 200.000 daltoni.Ele se disting prin 
specificitate de organ gi de specie. i 

Proteinele nonhistonice pot fi grupate în atol clase: clasa I | 
inciuzíind numerosi reprezentanţi care se leagă cu ADN electrosta- 
itzi prin punți- de hidrogen şi clasa II - cu puţini membri. care 
se fixează prin intermediul interacțiunilor hidrofobe. 

“Comun pentru compoziţia celor două clase de proteine nonhis- 
tonice este dominarea aminoacizilor dicarboxilici faţă de aminoa- 
cizii bazici.Coeficientul corespunzător variază între 1,5 şi 2. 

Majoritatea proteinelor nonhistonice conțin, triptofan,ceea ce ie 
deosebegte de histone.La forţa ionicá gi pH apropiate de valorile 
fiziologice, proteinele nonhistonice formeazá complecgi cu histone- 
“le şi ADN. Cercetările au arătat că există unele proteine nonhisto- 
nice care preferă ADN monocatenar, iar altele care se leagă selec- 
tiv cu „segmentele bogate în perechi. dA--dT. S-au identificat prote- 


ine nonhistonice care leagă specific replatori ca AMP gi GMP cicli- 


ci. 
Fosforilarea proteinelor nonhistonice conduce la slăbirea le- 


găturii lor cu ADN.De aceea în prezent fosforilarea proteinelor 


* nonhistonice este privită în complex cu fosforilarea histonelor ca 


mecaniem de reglare a transcrierii gi replicării ADN la eucariote- 


le superioare. 
1 Intrucítva,s-a dovedit "surprinzătoare descoperirea între pro- 


τ 


feinele nonhistonice a unor polipeptide identice cu proteinele 


contractile ale mugchiului. 


 Componenji temporari ai cromatinei. care intră pentru. scurt 


timp în rîndul. proteinelor nonhistonice,sint -enzimele implicate în 


"sinteza ADN şi ARN, repararea ADN, modificarea histonelor gi nonhis- 


'tonelor etc.Toate acestea dovedesc diversitatea funcţiilor înde- 
 plinite de proteinele nonhistonice ale cromatinei. 


5. ARN cromatinei gi poli (ADP-riboza) 


Alături cu proteinele nucleare,un rol determinat în reglarea 


expresiei fenotipice a genelor joacă de asemenea ARN cromozomal. 
^ Holeculele acestui ARN,cu o lungime de 40 pînă 18 200 ribonucleo- 


“tide „pot îndeplini funcţii reglatoare: în transcrierea diferitelor 


gene. După unii autori, ar exista diferite forme de ARN cromatinic 


„capabile să activeze porțiunile complementare lor din genom. S-a 
“descoperit un: ARN cromozomal care posedă afinitate deosebită pen- | 


tru, histone gi capacitatea de a activa transcrierea genelor repre- 
sate. prin legarea histonelor complexate cu ADN. ᾽᾿ 


Un. component neobignuit al cromatinei tuturor organismelor 


„superioare. este poliadenozindifosfat-riboza piri Mies bore) | care 
se. formează din nicotinamidadenindinucleotid (NAD* ).Enzima cores- 


punzátoare. care se află! asociată cu φαν, catalizează transfe- 
rul restului de ADP-ribozil de 1a ΝΑΡ la histona Hl gi,posibil, 


“alte: proteine cromatinice,cu, formarea polimerului cuprinzínd pînă 
148 60. monomeri: 


n NAD* + histonă: = n slana dt + (ADP-ribozil), -histoni. 


„Structura poli(ADP-ribozei) este redată în rds 


E is & 


E aa 


e» a . OH OH 


P is Rest ADF=ribozil 4 


δι i (Unitate monomeri.că ) 
Fig.4.Struotura poli(ADP-ribozei). "TM 
In prezent. se cunoaşte că ADP-ribozilarea histonelor gi pro- 


ορ 


. teinelor nonhistonice influenţează interacţiunea lor cu ADN gi 
inhibá replicarea tege ρα | 
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Studiile de microscopie electronică gi difracție în raze X 
sau neutroni au relevat că fibra de cromatină este formată din 
unităţi repetitive,de formă aproape sferică gi cu diametrul de 
circa 10 nn,unite între ele prin segmente flexibile.Dacă fibra de 
cromatiná este supusă digestiei cu nuclează micrococală,rezultă: 
fragmente discrete de ADN,care sînt multipli ai unei unităţi de 
bază de circa 200 perechi de deoxinucleotide.Din cele de mai sus. 
s-a conchis că fibra de cromatină din cromozomii eucariotelor a- 
pare ca un aranjament linear al acestor unităţi de bază, avind as- 
pectul unui şirag de mărgele.In prezent aceste unităţi fundamen- 
tale de organizare moleculară a cromatinei se cunosc sub numele de 

.nucleosomi.Fiecare nucleosom reprezintă un ansamblu molecular al- 
cătuit dintr-un fragment de 200 perechi de deoxinucleotide din 
dublu-helixul de ADN,înfăgurat în spirală în jurul unui complex 
de histone,numit octamer histonic(fig. 5). - 

Conţinutul de ADN în nucleosomii diferitelor organisme gi ti-. 
puri de celule eucariote varizá de la 160 pînă la 250 perechi de 
deoxinucleotide per ocatmerul histonic.Prin hidroliza nucleosomilor 

| eu nucleazá micrococalá s-au obţinut particule numite miezul nu- 
cleosomului,continínd 146 perechi de deoxinucleotide,independent 
de. conținutul iniţial de ADN per nucleosom.Acest miez nucleosomic 
se intílnegte în cromozomii tuturor eucariatelor.Variabilitatea 
numărului total de perechi de deoxinucleotide din nucleosomi este 
determinată de lungimele variabile ale segmentelor de ADN inter- 
nucleosonic, denumit,de asemenea, ADN de legáturü(linker). 

Octamerul histonic este un complex globular conținînd cîte 
două molecule din fiecare din histonele H2A,H2B,H3 gi H4(fig.5b). 
Cele 8 molecule histonice se asamblează în miezul nucleosomic sub 
formă de inimă,în care partea centrală gi vîrful inferior sînt 
formate de tetramerul 2H3+2H4,iar. viefurile superioare de cei doi 
dimeri 2H2A gi 2H2B.Asamblarea celor opt molecule de histone se 
realizează prin intervenţia unei. proteine nonhistonice.Se pare că 
histonele H3 gi H4 determină înfăgurareu dublu helixului de ADN 

gi formarea nucleosomului. Avînd un asemenea rol fundamental,este | 


explicabilă. constan; „a structurii prinare a acestor două histon 

“da toate eucariotele. uiiezul nucleosozului astfel fornat. are aspec- 
Cul unui cilindru turtit cu dimensiunile 43 x 19 * 5,9 na jileéste 
| slcãtuit din două straturi. In miezul nucleosomului, fragnentul de 
ADN cu lungimea de 146 perechi de nucleotide se înfăşoară în A de 
octamerului histonic şi forrează aproape două superspirale (12 /4) 
' răsucite spre stîrsa(fig. 5a). Asocierea unei molecule de "AR RI 
. eu ADN linker duce la structura discoidal& conpletă a îucleosomu- 
lui (fig.5a).Fiecare moleculă de histonă Hl contactează cu regiunea 
sa centrală globulará,lateral,la exteriorul nucleosonmului,frsgmen- 
tul de ADN linker. Capetele N- gi C-terminale din lanţul polipepti- 
dic al histonei Hl se ancorează de nucleosonii adiacenţi. Inlănţu- 
irea nucleosomilor unul după altul,prin intermediul ADN linker, 
„dă nagtere filamentului nucleosomal de cromatiná cu diametrul de 
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11 na. Această structură se poate observa la Rindo fai electronic 
^ ,Histone r 
H2A,H2B,E3,H4 


ADN linker 


Fig.5.Schema unui nucleosom(a) gi a octamerului histonic(b). 
| Dublu helixul de ADN (inm) al miezului nucleosonic 
este înfăgurat în jurul octamerului histonic(cíte două mo- 
lecule din fiecare histoná H24,H2B,H3 gi. H4,simbolizate prin 
„cercuri cu puncte în interior).Histona at) ) se atageazá 
lateral,la . exteriorul nucleosomului, contactínd ία ψαάμεὶ 
; de ADN linker( y: | 
e cromatina este menţinută într-o soluţie diluată de săruri (1 
x NaCl).In vivo, însă, cromatina probabil adoptă rar această struc - 
ud Forma de bazá sub care se poate vedea cromatina la microsco- 


- pul electronic este fibra de cromatină de 30 nm diametru. Nu se 


cunoaşte exact modul în care nucleosomii se.$mpacheteazü în fibra 
b EI | ; E do q Tas 
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de cromatină. S-au propus zai multe modeie pentru arhitectura mole- 
“cualá a fibrei de cromatinã de 50 "m. Conform modelului elaborat 
de J.T.Finch gi A.Klug in anul 1975,filamentul de cronatină se 
"spiralizeazá într-o structură elicoidală,numită solenoid.El se | 
caracterizează printr-o înălţime a pasului de 11 nm,un dismetrü 
.de 36 nm gi contine 6 nucleosomi pe tur(fig.6).Nucleosonii sînt 
astfel dispugi în solenoii,Íncít moleculele histonei Hl se află- 
în centrul lui,interactiunile între aceste molecule histonice a- 
vînă rolul de a stabiliza structura solenoidalá a cromatinei. 

- Formarea nucleosomului gi îm- 
pachetarea acestora în fibra de cro-: 
matină de 30.nm favorizează conden- 
sarea ADN,Íntrucít are loc reduce- 
rea dimensiunilor lui lineare.Un 
“fragment de ADN cuprinzínd 200 pe- 
rechi de deoxinucleotide în soluţie 
are lungimea de 68 nm(200 x 0,34 nm)e 
A oe M ii ` In nucleosom această cantitate de. 

A 4 TR. ADY este compactizată într-o parti- 
A fii | culă cu diametrul de 10 nm.Astfel, 


AL gradul de condensare 8 ADN în nu- 


cleosom este egal cu 7.Se presupune 


36 nm că la nivelul nucleosomului molecula 
Ziz.6.Schema împachetării ^ bicatenară de ADN se pliazá, suferind 
fibrei ie cromatină anumite cutări după fiecare 20 pere- 


„în solenoid. chi de deoxinucleotide.In aceste zo- 
soifado Gui d AE pe ne „molecula de ADN este stabilizatá 
octamerul hictonic al fiecă- de diferite proteine cromatinice.ADN 

eer coi lin cu COn- inter este'ügor accesibil acţiunii 
o hidrolizante a nucleazelor.Cromozo- 

zii metafazici la om se -ăsesc într-o stare puternic condensată 

şi conţin 5,3.107 perechi de deoxinucleotide,ceea ce corespunde 
unei lungimi a ADN de 180 cm.Acest ADN este împachetat în cei 46 
de cromozomi a căror lungiae totală atinge 200 gm.Aga dar, gradul 
de condensare a ADN în cromozomii metafazici are valoarea de 210. 
In nucleul interfazic,unde cromatina se găseşte într-o stare nai 

dispersă, condensarea ADN este de circa 102 - 10? ori. i 


Rezultă că în afară de. nucleoson gi. solenoid(care. prezintă: 

O densitate de împachetare. de 40. ori), trebuie să existe si con- dus 

| Sensüri. de ordin mai sueprior ale fibrei de cromatină. Aşa 'se ade. 
δὰ εφ, ca: organizarea solenoizilor in structuri 'suprasolenoidale 

. poate da o condensare suplimentară a cromatinei - şi duce la indi- 
vidualizarea morfologică a cromozomilor eucariotici. După toate 
probabilitățile, în stabilizarea structurii de. ordin superior a 


Bu crozozonului intervin diferite proteine nonhistonice. De: exemplu, 


: În crozozomii metafazici lipsiţi de histone se vizualizează- elec- 
. tronoaicroscopic un schelet proteinic, în jurul căruia sînt fixate 
 nuzeroase bucle de ADN cu lungimea de aproximativ. 40. 000 - 90.000 | 
perechi de deoxinucleotide. O asemenea organizare poate avea în- 
seznătate pentru: mişcarea cromozomilor în aitoză, şi meioză. 
| Cercetările din ultimul deceniu au. demonstrat că genomul ce= 
lulei eucariote posedă o organizare supercromozomală, cromozonii 
.legindu-se între ei Prin fibre cromatinice intercromozomale. 

In închiere, putem conchide că la organismele eucariote,ală- 
turi de cantitatea de ADN, „Organizarea genelor gi: cromozomilor 
i condiţionează o mai mare diversificáre a informației genetice, 
„deschizina posibilităţi practic nelinitate de evolutie. 
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